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摘要 : 叶 原 基 来 源 于 茎 顶端 分 生 组 织 (shoot apical meristem, SAMO WAREK, AGO? 基因 在 叶 原 基 分 化 过 
程 中 发 挥 着 重要 作用 。 为 深入 探究 叶 原 基 分 化 成 叶 器 官 的 形态 建成 机 制 ， 该 研究 以 北美 鹅 掌 醋 为 材料 ， 采 
用 RT-PCR 和 RACE 克隆 技术 获得 LtAGOI 的 cDNA 全 长 和 启动 子 序 列 ， 并 预测 其 功能 ;通过 RT-qPCR 
分 析 Li4GO1 ER ZWE P RRAN. A, AHEMEN DNA 鉴定 获得 Pro4GOI :: GUS 的 转 基 
因 拟 南 芥 株 系 ， 并 进一步 对 T2 代 阳 性 植株 进行 表 型 和 GUS 组 织 化 学 染色 分 析 。 结 果 表 明 : (1) Lt4GO1 
基因 包含 3 300 bp 的 开放 阅读 框 ， 编 码 1 100 个 氨基 酸 ， 分子量 为 122.14 kD， 理 论 等 电 点 (pl) 为 9. 36。 
(2) 氨基 酸 序列 分 析 表 明 Lt4GO1 含 Gly-rich-AGO1 和 Piwi 两 个 典型 的 4GO 基因 结构 域 ， 同 源 性 分 析 表 
明 LtAGO1 蛋白 与 沉 水 樟 AGO1 蛋白 (RWR84608.1) 亲 缘 关 系 最 近 。(3) 组 织 表 达 特 异性 分 析 发 现 Lt4GO1 
在 北美 执掌 杰 不 同 组 织 间 的 相对 表达 量 为 雄蕊 > 花芽 > 花 准 > 花 莹 > 叶片 > 峻 蕊 > 叶 芽 > 茎 ; LAGO ERR 
掌 槐 叶片 不 同 发 育 阶 段 的 相对 表达 量 为 叶 芽 萌动 期 > 幼 叶 期 > 衰老 期 > 成 熟 期 ; 4GO7 TE RS SEMIS FERES e 
达 量 高 于 叶片 的 其 他 部 位 ， 且 北美 鹅 掌 杰 叶 凹陷 部 位 的 表达 量 高 于 叶 尖 部 位 。(4) 获得 叶 中 侧 轴 向 和 基 顶 
轴 向 的 极 性 缺失 、 叶 缘 锯齿 、 重 准 花 型 的 转化 株 系 ，GUS 组 织 染 色 发 现 LUdGO7 启动 GUS 基因 在 叶 芽 顶 
端 稳定 表达 ， 且 在 新 分 化 的 叶柄 上 表达 较 强 ， 在 成 熟 期 的 芭 、 叶 、 花 和 果 的 维 管束 中 均 特 异 表达 。ZLUCGO7 
启动 子 的 GUS 活性 强度 为 叶 顶 芽 > 花 > 维 管束 , 这 与 实时 定量 PCR 结果 相 一致 。 综 上 研究 结果 表明 LAGO 
基因 在 顶端 分 生 组 织 特异 表达 ， 且 受到 多 种 途径 的 调控 而 参与 到 时 和 花 器 官 的 发 育 进程 中 。 该 研究 为 进 一 
步 了 解 北美 执掌 杰 ZU4GO7 基因 的 基本 功能 及 其 调控 叶 形 发 育 机 制 提供 了 理论 基础 
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Cloning, characterization and functional analysis of L£AGO! and its 


promoter from Liriodendron tulipifera 


WEI Lingmin , WEN Shaoying , MA Jikai , XIA Hui , LI Jiayu , WU Xujia , LI Huogen" 
CKey Laboratory of Forest Genetic & Biotechnology of Ministry of Education, Co-Innovation Center for 


Sustainable Forestry in Southern China, Nanjing Forestry University, Nanjing, 210037) 
Abstract : AGO! plays an important role in the differentiation of leaf primordia, originating from the the 
peripheral region of Shoot Apical Meristem(SAM). To study the morphogenesis mechanism of leaf primordium 
differentiation, we cloned 2 001bp upstream region of LtAGO! CDS as the promoter by RT-PCR and RACE 
technology on the basis of previous cloned LtAGO1 gene sequence, and predicted its function. Real-time PCR was 
used to investigate expression pattern in Liriodendron L. We obtained the transgenic Arabidopsis thaliana of 
ProAGOI::GUS by resistance screening and DNA dentification, and then monitored phenotype and GUS 
histochemical staining. The results were as follows: (1) The Lt£AGO!I gene included an open reading frame for 
3300 bp , encoded 1 100 amino acid , the molecular weight was 122.14 kD and theoretical isoelectric point was 


收 稿 日 期 ，2021-02-20 

基金 项 目 : 国家 自然 科学 基金 项 目 (31770718) [Supported by the National Natural Science Foundation of China(31770718)]. 
作者 简介 : 魏 灵 敏 〈1991-)， 博 士 研 究 生 ， 主 要 从 事 森 林 遗 传 学 研究 ，(E-mail)lmwei2019@njfu.edu.cn。 

* 通 信 作 者 : 李 火 根 ， 教 授 ， 博 士 研究 生 导师 ， 主 要 从 事 森 林 遗 传 学 研究 ，(E-mail》hgli@njfu.edu.cn。 


9.36. (2)Amino acid sequence analysis showed that it consisted of Gly-rich-AGO1 and Piwi conserved domains of 
AGO family. Phylogenetic trees revealed that LLAGOI was closed to Cinnamomum micranthum | (RWR84608.1) 
in evolutional relationship. (3)The specific tissues expression analysis demonstrated that the expression order was 
that stamen»floral bud>petal>calyx>leaf>pistil>leaf bud>stem among tissues, and the expression order was that 
leaf bud sprouting stage 7young leaf stage»senescence stage >mature stage among stages. It was highly expressed 
in the leaf margin of Liriodendron L, and LtAGO! gene expression in leaf tooth sinus was higher than in leaf tooth 
tip of Liriodendron tulipifera. (4)The transgenic strains leaf polarity of the middle and basal apical axis was 
absent with serrated leaf margin and double petal flower. It was found that GUS staining was stably detected at the 
tip of leaf bud of transgenic seedlings , the higher GUS activity was observed at newly differentiated petioles. 
LtAGOI promoter drove GUS gene to accumulate specifically in the vascular bundle of Arabidopsis thaliana leaf , 
flower, pod and stem, and GUS activity intensity order was that leaf tip bud> flower>vascular bundle among 
tissues, which was accordance with the Real-time PCR results in Liriodendron tulipifera. Therefore, the results 
also showed that Lt£4GO! gene was predominantly expressed in apical meristem and regulated by various 
pathways during the development of leaf and flower. It will provide a foundation for further functional research of 
AGO! protein and regulation mechanism of leaf shape development. 
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叶 是 高 等 植物 进行 光合 作用 和 蒸腾 作用 的 主要 器 官 ， 叶 原 基 起 源 于 茎 顶端 分 生 组 织 〈shoot apical 
meristem, SAM ) 的 周边 区 。 在 控制 细胞 由 分 裂 转 入 生长 的 形态 建成 过 程 中 , 叶 原 基 发 生 了 极 性 分 化 Bowman 
& Eshed, 2000)。 前 人 的 研究 已 证 明 ，4GCO7 基因 的 突变 将 会 影响 叶 原 基 分 化 及 器 官 极 性 的 选择 等 一 系列 发 
育 进 程 (Wu et al., 2009; Liu & Nonomura, 2016)。 王 永 益 (2019) 通 过 点 突变 能 获得 拟 南 芥 针 状 叶 的 ago7-27 
突变 体 和 卷曲 芽 状 复 叶 的 ago7-38 突变 体 。 李 素芬 等 2014) 对 AtAGO 超 表达 得 到 了 叶 缘 呈 锯 齿 状 的 拟 南 
芥 。 在 模式 植物 水 稻 和 玉米 中 ， 采 用 敲 除 、 过 表达 AGO 基因 及 互补 缺陷 突变 体 的 方法 ， 初 步 明 确 4GO7 
基因 的 缺失 会 降低 水 稳 的 结实 率 和 花粉 育 性 ， 而 AGOI 基因 的 过 表达 能 使 叶片 正面 卷曲 、 株 高 降低 (Li et 
al, 2019; 徐 东 东 ， 2014)。 番 茄 SlmiR168 $E IZ SIAGOI1a 基因 的 表达 ， 增 强 了 番茄 对 低 钾 胁迫 的 抗 
TE CLiuetal, 20200; 拟 南 芥 agol-27 比 野 生 型 对 流水 更 敏感 ， 且 在 低 氧 条 件 下 和 AGO, 共同 调控 该 胁迫 
言 写 的 的 传递 (Elena et al.，2020)。 姚 晓 华 等 (2021) 发 现 ， 青 穆 HvtAGO1 编码 的 蛋白 在 抗 条 纹 病 的 调控 通路 
中 发 挥 重要 作用 。 目 前 的 研究 发 现 ，4CO7 是 通过 诱导 茉莉 酸 JA) 信号 通路 基因 的 产生 并 激活 JA 反应 
来 响应 胁迫 (Liu et al.，2018)。 可 见 ，4GO7 是 通过 多 种 途径 参与 到 植物 抗 逆 的 响应 调节 中 。 此 外 ， 有 三 
REI AGOId 参与 小 麦 花药 和 花粉 粒 的 发 育 〈 汉 楠 ，2018)， 拟 南 芥 根 分 生 组 织 需 要 AGO 的 活性 来 维持 
细胞 的 增殖 (Adrien et al.，2019)。4GO7 基因 在 植物 器 官 极 性 选择 、 分 生 组 织 分 化 、 花 器 官 发 育 和 胁迫 响 
应 等 多 方面 起 重要 调控 作用 。 

北美 殷 掌 攀 与 鹅 掌 杰 都 是 以 叶 形 奇特 、 干 型 优美 为 特色 的 具有 观赏 价值 的 园林 树种 。 它 们 的 叶片 县 有 
三 裂 和 五 裂 的 形态 差异 ， 是 研究 观 叶 树种 叶 形 多 样 性 及 品种 改良 的 理想 材料 。 近 年 来 ， 杨 疾 等 (2014) 证 
实 北美 执掌 杞 中 有 9 个 LINAC 基因 参与 叶片 的 衰老 进程 。Ma et al. (2018, 2019) {I f 8S 3E BI A m Ji 3€ 
分 化 成 叶片 4 个 阶段 的 形态 发 育 过程 ， 从 转录 组 中 筛选 验证 了 10 条 与 叶 发 育 相 关 的 差异 基因 ， 并 发 现 
LcKNOX6 基因 可 使 拟 南 芥 叶 序 训 乱 、 叶 片 深 裂 及 不 育 。 然 而 ， 目 前 对 于 北美 忽 掌 枯 奇 特 叶 形 的 形成 机 制 
仍 不 清楚 , AGOI 基因 是 否 参 与 了 叶 形 发 育 的 调控 进程 , 与 北美 殷 掌 杰 叶 芽 和 花芽 孚 育 的 关系 也 尚未 明确 ， 
这 些 均 有 待 于 研究 。 

高 等 植物 的 生长 发 育 过 程 受 基因 的 表达 量 控制 ， 基 因 的 转录 水 平 受 包含 顺 式 作用 元 件 的 启动 子 影 响 
(Dey et al., 2015)。 有 研究 发 现 拟 南 芥 AtADR 和 ALAIF 启动 子 可 调控 花 和 花药 的 发 育 (Dai etal., 2019; Shih 
et al.，2014)， 表 明 启 动 子 在 影响 植物 的 性 状 和 调控 方式 上 也 发 挥 着 重要 作用 。 本 研究 采用 RACE 克隆 技 
术 获 得 北美 殷 掌 杰 L4GO7 基因 的 全 长 EDNA， 并 对 其 进行 生物 信息 学 预测 及 组 织 差异 表达 分 析 ， 初 步 了 
解 了 该 基因 功能 ， 并 重点 关注 LAGO 基因 启动 子 序列 的 分 析 和 组 织 表达 特异 性 ， 旨 在 为 ZUMGO7 基因 启 
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动 子 对 相关 基因 的 调控 机 制 研究 莫 定 基础 。 


1 材料 与 方法 
1. 1 材料 


1. 1. 1 不 同 组 织 的 取样 
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为 明确 该 基因 在 鹅 掌 杰 属 叶片 不 同 部 位 间 的 表达 差异 , 在 南京 林业 大 学 下 卉 实习 林场 鹅 掌 检 种 源 试验 林 中 ， 


选取 物候 期 基本 一 致 的 北美 笋 掌 杰 (美国 南 卡 罗莱 纳 州 种 源 


年 4 月 分 别 采集 长 势 良 好 的 三 个 株 系 幼 嫩 叶片 的 三 个 部 位 ( 叶 缘 、 


) MRF (中 国武 夷 山 种 源 ) 为 供 
叶 基 部 和 叶 中 部 ) ， 具 体 方 


试 材料 ， 于 2018 
法 参考 沈 宗 根 等 


(2003) 。 为 了 解 该 基因 在 北美 钨 掌 棒 中 的 组 织 表达 模式 ， 于 4 月 采集 北美 忽 掌 槐 同一 时 期 的 8 个 组 织 样品 ( 叶 
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为 进一步 明确 叶 缘 形态 的 发 生 部 位 ， 现 将 其 划分 为 7 个 部 分 : a、c 和 e 为 叶 缘 凸 出 部 分 ，b 和 
D PAHAR, g 为 叶 中 间 部 分 。 据 前 期 的 物候 观察 发 现 , 在 7 月 北美 忽 掌 枯 叶 片 的 形态 变异 最 大 。 因 此 , 于 2018 
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E 复 取样 3 次 ， 置 于 -80 超低温 冰箱 中 保存 ， 用 于 提取 


RNA. 


图 1 JESERSSEHURIRS ET Fr CREDE 


Fig.1 Schematic diagram of sampling in Liriodendron chinense and Liriodendron tulipifera 


1. 1.2 生化 试剂 


过 程 中 该 基因 的 时 间 表 达 差 异 ， 于 2018 年 3 
人体 方法 参考 肖 怀 娟 (2014)。 


d Jy"? la a 


H RRIK RAAR, MARIAE RR B 1 g， 有 具体 方法 参考 李 四 游 (2015) 。 所 有 样 


植物 总 RNA 提取 试剂 盒 购 自 天 根 CTIANGENO. 生物 公司 ，PrimeScriptIMRT Master Mix(Perfect Real Time) 


反 转 录 试 剂 盒 、3 -Full RACE Core Set with PrimeScript™ RTase 试 齐 


A~ SMARTer®RACE 5'/3' 


Kit 反 转 录 试 剂 


fà . PrimeSTAR&Max DNA Polymerase 高 保 真 酶 .DL 2 000 DNA marker 和 SYBR Premix Ex Taq 酶 均 购 自 Takara 


公司 ， 核 酸 染料 GelStain, EasyPure Quick Gel Extraction Kit Sf [El 


物 技术 有 限 公 司 ，ClonExpress@Ultra One Step Cloning Kit 5i 


E 组 酶 购 


coli) Tl 与 农 杆菌 (Agrobacterium) GV3101 购 自 上 海 唯 地 生物 公司 ， 


引物 合成 由 南京 金 斯 瑞 公 司 完成 ， 其 编号 及 序列 见 表 1。 
1.2 方法 
1.2.1 目的 基因 的 克隆 


收 试剂 盒 和 Blunt 载体 均 购 
自 诺 唯 赞 生物 公司 ， 大 上 肠 相 


自 北 京 全 式 金 生 
FE (Escherichia 


过 表达 载体 PBI121-GUS 由 本 实验 室 提供 ， 


T dS ESSE SE LL. tulipifera) 转 录 组 数据 库 〈http:/ancangio.uga.edu/contentliriodendron-tulipifera) , ff th 


注释 名 为 4GO7 基因 的 EST 序列 ， 通 过 Oligo7 软件 设计 PCR 2/7385] 9], MILER SERIE ZER cDNA. 3 RACE 


cDNA 和 5 RACE cDNA 为 模板 , 扩 增 LtAGOI 基因 的 3 A H 


的 片段 .PCR 体系 为 50 uL, 扩 增 程序 :98 C 3 min; 
98 C 10s, 58 C 30s, 72 C 1min， 共 35 个 循环 ，72 它 彻底 延伸 Smin。 将 目的 片段 连接 至 Blunt 载体 后 


转化 大 肠 杆菌 Tl 感受 态 细胞 , 挑 菌 送 测 , 利 用 DNAMAN 软件 拼接 后 获得 全 长 cDNA 序列 ,使 用 NCBI ORF Finder 


在 线 软件 Chttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) 预测 开放 阅读 术 
验证 成 功 的 AGOI 基因 CDS 序列 ， 查 找 其 上 游 启 动 子 序 列 。 该 启动 子 | 
NJFU-Lchi-2.0 基因 组 测序 结果 (Chen etal., 2019) ， 利 用 同 源 克 


E 关 设计 引物 ， 验 证 基因 克隆 的 正确 性 。 依 据 


ME BOKE T RESERBEC OF P) 
隆 法 设计 验证 引物 ， 引 物 序列 见 表 1。 使 用 改 


R CTAB 法 〈 马 明 等 ，2007) 提取 采样 组 织 的 DNA， 以 此 为 模板 扩 增 出 约 2 000 bp 的 启动 子 序列 并 测序 确认 。 


1.22 ZU4GO7 基因 的 生物 信息 学 分 析 
使 用 NCBI conserved domain 在 线 软件 (https:Wwww.ncbinlm.nih.govcdd) 预测 LtAGO1 蛋白 的 保守 结 
构 域 。 使 用 ExPASy 中 的 Protparam 工具 Chttps://web.expasy.org/protparam/) 在 线 分 析 和 蛋白 质 理化 性 质 ， 使 
用 SOPMA 在 线 软件 Chttps://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa automat.pl?page-npsa sopma.html) 和 Phyre2 在 
线 软件 (http:Wwww.sbg.bio.ic.ac.Uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) 分 别 预测 蛋白 质 二 、 三 级 结构 , 使 用 Signal 
P 5.0 Server. (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ ) 预测 蛋白 是 否 含 信 号 肽 ， 使 用 PSORT 在 线 软 件 
Chttps://wolfpsort.hgc.jp/) 预测 蛋白 亚 细 胞 的 定位 情况 。 在 NCBI 数据 库 BLASTx 中 查找 同 源 序列 ， 使 用 
ClustalX 软件 分 析 LtAGO1 蛋白 同 源 性 和 MEGA 7 软件 构建 Neighbor-Joining 系统 进化 树 。 使 用 PlantCARE 
数据 库 〈http:Wbioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html) 对 克隆 得 到 的 启动 子 序列 进行 顺 式 作用 
元 件 分 析 。 
1.2.3 ZU4GO7 基因 的 表达 分 析 
使 用 植物 总 RNA 提取 试剂 盒 分 别提 取 和 执掌 才 属 不 同 发 育 时 期 的 叶片 及 不 同 组 织 的 总 RNA， 并 反 转 录 合 成 
cDNA 的 第 一 链 , 稀释 20 倍 后 作为 RT-qPCR 模板 。 通 过 Oligo7 软件 设计 荧光 定量 PCR 引物 ,参考 本 实验 室 鹅 
SE MEC ZR ES] 4ctin97 (Tu etal., 2019) 进行 实时 定量 qPCR 反应 ， 引 物 序列 见 表 1。 反 应 体系 为 20 nuL， 分 别 
为 SYBR Premix Ex Taq I10 nL， 上 下 游 引物 各 0.4 uL. (5 umol * L!) , ROX Reference Dye or Dye I10.44L, 
模板 (100 ng) 2 uL, RNAase-free ddH20 6.8 pL。 扩 增 程序 .95'C 预 变性 30 s; 95'C 变 性 5s，60C 退 火 34 s, 
40 个 循环 。 试 验 进行 3 次 生物 学 重复 ， 用 2 人 5% 法 (Livak et al.，2001) 计算 并 分 析 基 因 的 相对 表达 量 。 
1.2.4 构建 载体 及 转化 、 筛 选 
为 了 研究 克隆 获得 的 LLAGOI 上 游 2 001 bp 序列 是 否 具 有 启动 子 活性 ， 使 用 Xbar LI Hind. M 酶 分 别 酶 切 
超 表达 载体 PBI121 质粒 ， 经 电泳 跑 胶 确定 目标 产物 后 切 胶 ， 并 回收 目的 片段 。 利 用 诺 唯 赞 同 源 重组 酶 将 带 酶 
~N 切 位 点 的 PCR 目的 产物 构建 到 酶 切 后 的 表达 载体 PBI121 上 ， 并 转 入 大 肠 杆菌 中 扩 增 ， 获得 GUS 表达 载体 
— PBIl21-ProAGO1-GUS。 将 经 PCR、 酶 切 及 测序 后 鉴定 正确 的 GUS 表达 载体 质粒 转 进 农 杆菌 GV3101， 并 通过 
NI 花序 浸染 法 (Clough & Bent, 1998) FEY PT ERMAS rp o PEER TO 代 拟 南 芥 种 子 播种 在 含有 50mg L! 
FME (Kanamycin) 的 1/2MS 5j283& b, Xe b R Ap EMER (Kanamycin) 的 转基因 植株 ， 利 用 启动 子 
测序 引物 对 Tl 代 拟 南 芥 叶片 的 DNA 进行 PCR 鉴定 ,以 野生 型 植株 为 阴性 对 照 。 将 符合 预期 结果 的 转基因 植株 
继 代 筛 选 至 T2 R, HF GUS 染色 分 析 。 
1.2.5. 转基因 拟 南 芥 植株 的 表 型 观察 
转基因 株 系 和 野生 型 拟 南 芥 种 子 先后 经 75% 酒 精 、10% 次 氧 酸 钠 消 毒 和 3 次 纯 水 洗涤 过 后 ， 同 时 播种 在 
一 1/2MS 培养 基 (pH = 5.8) 中 , 4 "C4 2 d 后 , 置 于 温度 25 'C、 光 周期 为 16 光照 /8h 黑暗 、 光 照 强 度 为 $ 000 
rT Ix 的 人 工 光照 培养 箱 内 。 光 照 培养 10 4 后， 测量 拟 南 芥 幼苗 根 长 并 记录 ， 试 验 进行 5 次 重复 。 
1.2.6 转基因 拟 南 芥 植株 的 GUS 组 织 化 学 染色 
参照 Solarbio 公司 即 用 型 GUS 试剂 盒 说 明 书 ， 分 别 选 取 在 1/2MS 培养 基 上 生长 4、6、9、12、16、20 和 
25 d 等 不 同时 期 及 不 同 组 织 的 转 Pro4GO1::GUS 的 T2 代 拟 南 芥 转化 株 ， 按 Jefferson (1987) 的 方法 放 到 染色 液 
中 染色 ，37 CERERA, 759918 T6 DUK Cs 5—6 次 后 在 体 视 显微镜 下 拍照 。 以 GV3101 空 菌株 浸染 野生 型 拟 
南 芥 为 阴性 对 照 ，35S::GUS 空 载体 浸染 的 拟 南 芥 为 阳性 对 照 。 
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表 1 引物 序列 
Tab. 1 Primer sequences 
引物 名 称 序列 (5' -3' ) 用 途 
Primer name Sequence Application 
LtAGOI-F CGTGGTGGTGGAGGATATCA 中 间 片 段 扩 增 
LtAGOI-R AGCAGTGGGAGTTGTAACAG fragment amplification 
LtAGOI-3Outer CTGCTCTCAAGGACAATGTGAA 3' RACE 


LtAGOI-3Inner ACTCTTTGCTGGACTTCTGCTATCCTGATG 


LtAGO1-SOuter 


GTGCAGCTCGGGATCAGACGGCCTATGAGA 


5' RACE 


LtAGOI-SInner TGACACCACTGGAATGTTGA 

LtAGOI-qRT-F AGGGCCAATTTTATCAGGTC 荧光 定量 

LtAGOI-qRT-R TCAACAGAATAGCGATCCGAA Fluorescent quantitative 

LcActin97-F TTCCCGTTCAGCAGTGGTCGTG Wa 

LcActin97-R GTCGCACAACTGGTATCG Reference 

Hind III-F CACTCATTAGGCACCCCAGG 鉴定 

GUS-R ATCCAGACTGAATGCCCAC Testing 

LtAGO1-QC-F ATGGTGAGAAAGAGGAGAA 开放 阅读 框 扩 增 

LtAGO1-QC-R TCAGCAGTAGAACATCACC ORF amplification 

LtAGOI-Pro-F ATACCCAGCAGATAACGAA 启动 子 克 隆 

LtAGO1-Pro-R GATTACTCTCGCTTAGTCA Promoter cloning 

proLtAGO1-GUS-F GACCATGATTACGCCAAGCTT 载体 构建 
ATACCCAGCAGATAACGAA Vector construction 


proLtAGOI1-GUS-R ACCACCCGGGGATCCTCTAGA 


GATTACTCTCGCTTAGTCA 


2 结果 和 分 析 


2.1 Lt4 GO1 基因 全 长 cDNA 的 获得 

MIERZE RRE T 4GO7 中 间 片 段 长 度 为 3 592 bp, AH RACE 克隆 获得 了 长 度 为 440 bp 和 636 bp 
Hj5' 和 3'” 端 序列 〈 图 2: AO ， 经 拼接 得 到 4 258 bp 的 cDNA 全 长 序列 。 经 ORF finder 预测 到 5' -UTR JF 
列 长 度 为 78 bp, 3' -UTR 序列 长 度 为 880 bp， 含 13 个 polyA，ORE 长 度 为 3 300 bp， 共 编码 1 100 个 氨基 酸 。 
对 ORF 两 端 设计 引物 扩 增 并 测序 验证 ， 结 果 显 示 开 放 阅 读 框 序列 长 度 大 小 与 拼接 序列 一 致 ， 且 无 变异 位 点 。 怪 
» 白 结 构 分 析 得 到 该 蛋白 包含 两 个 保守 结构 域 : Gly-rich-AGO1 和 Piwi， 其 中 Piwi 结构 域 位 于 AGOI 的 C 端 ， 
© 有 RNAS5' 端 结合 位 点 和 对 mRNA 有 切割 作用 的 活性 位 点 (图 2: B)。 以 上 结果 验证 了 所 得 cDNA 序列 的 正确 
S ”性 ， 故 将 该 基因 命名 为 L4GO1。 
= 2.2 LtAGOl 蛋白 二 级 、 三 级 结构 和 功能 预测 

如 图 2: C 所 示 ， 该 蛋白 由 延伸 链 (Extended strand). 、o 螺 旋 h) 、 有 转角 CO 和 无 规则 卷曲 C 组 成 ， 
其 中 无 规则 卷曲 最 多 ， 占 52.1496: 此 外 ， 占 氨基 酸 序 列 较 多 的 是 a 螺旋 (28.57%) 和 延伸 链 (13.83%) ，B 转 角 
最 少 (5.46940 。 为 更 深入 了 解 和 蛋白 结构 ， 对 LAGO 预测 并 模拟 蛋白 三 级 结构 (图 2: DO ， 结 果 表 明 LAGO 
蛋白 结构 与 AGO2 蛋白 最 为 相似 ， 且 可 置信 度 达 100%。 利 用 Signal P 5.0 Server. 预测 得 到 D 值 (信号 肽 均值 与 
Y-max 的 平均 值 ) 较 小 〈0.0016) ， 因 此 推测 该 基因 编码 的 蛋白 不 含 信号 肽 ， 为 非 分 泌 和 蛋白。 对 LtAGO1 蛋白 
亚 细 胞 定位 的 预测 结果 显示 ，LtAGO1 蛋白 位 于 微 体 、 细 胞 核 、 细 胞 质 和 细胞 膜 的 分 值 分 别 为 0.3、0.3、0.1 和 
0， 说 明 该 蛋白 可 能 定位 于 细胞 核 和 微 体 中 。 
2.3 LtAGO1 蛋白 同 源 性 比 对 及 进化 树 分 析 

将 ZUGO7 编码 的 氨基 酸 序 列 与 NCBI 数据 库 中 的 序列 比 对 ， 发 现 与 沉 水 樟 CCinnamomum micranthum) ~ 
FR (Phoenix dactylifera ) FU RIY (Musa acuminata) 等 的 AGO1 蛋白 同 源 , 且 相 似 性 较 高 (72.97%~76.33%)。 
经 多 序列 比 对 发 现 LAGO 蛋白 与 其 他 物种 AGO1 同 源 蛋 白 总 体 表现 为 C 端 较 保 守 ，N 端 保守 性 较 差 ， 且 同 源 
序列 中 均 存 在 一 个 保守 的 piwi 结构 域 (图 3) 。LtAGO1 蛋白 与 不 同 种 类 植物 AGO1 蛋白 序列 一 致 性 较 高 ， 说 
明 该 基因 在 植物 进化 过 程 中 比较 保守 。 通 过 与 其 他 物种 AGO1 同 源 蛋 白 比 对 及 构建 的 进化 树 发 现 ， 北 美 狼 掌 本 
与 樟 科 的 沉 水 樟 AGOI 和 蛋白 (RWR84608.1) 聚 在 一 起 ， 杀 缘 关 系 最 近 ， 与 海 刺 (XP_008812792.1) . REA 
(XP_009386429.1) 的 亲缘 关系 较 近 , 与 麻风 树 (XP_012079244.1) 和 橡胶 树 (XP_021670505.1) 的 亲缘 关系 相对 较 
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A a.5! -RACE; b.3' -RACE; cc 中间 片段 ;，d. 开 放 阅 读 框 
结构 ，D. 三 级 结构 。 


A a.5' -RACE segment; b.3' -RACE segment; c. Middle segment; d. Open reading frame(ORF) fragment; M1. Maker 2000; 


M1. Maker 2000; M2. Maker 5000; B. 保守 结构 域 ，C. 二 级 


M2. Maker 5000; B. Conserved domain; C. Secondary structure; D. Tertiary structure. 
图 2 LtAGOI 的 克隆 与 结构 分 析 
Fig.2 The gel electrophoresis and structure analysis of AGOI proteins 
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图 3 LtAGO1 蛋白 同 源 性 分 析 
Fig.3 Homology analysis of LtAGO1 protein 
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86 麻风 树 Jatropha curcas AGO1 XP. 012079244.1 
48 橡胶 Hevea brasiliensis AGO1 XP. 021670505.1 
胡杨 Populus euphratica AGO1 XP. 011047764.1 
73 榴莲 Durio zibethinus AGOl XP 022726763.1 
苹果 Malus domestica AGO1 XP. 008346888.1 
核桃 Juglans regia AGOl XP. 018808675.2 
58 美洲 标 Quercus lobata AGO1 XP. 030937812.1 
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s 葡萄 Vitis vinifera AGO1 XP_002271225.1 
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30 时 茶树 Camellia sinensis AGO1 XP. 028067701.1 
53 38 IHE! Coffea arabica AGO1 XP. 027122895.1 
荷花 Nelumbo nucifera AGO1 XP 010270729.1 
油 棕 Elaeis guineensis AGOla XP 019705740.1 
芦笋 Asparagus officinalis AGOlb XP. 020242539.1 
93 ZNEREEÉE Musa acuminata AGOlb. XP. 0093864291 
96 A Phoenix dactylifera AGOlb XP 008812792.1 
沉 水 樟 Cinnamomum micranthum AGO1 RWR84608.1 
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图 4 LtAGO1 蛋白 系统 进化 分 析 
Fig.4 Homology and phylogenetic analysis of LtAGO1 protein 

2.4 LtAGOI 的 时 空 表达 差异 分 析 

利用 qRT-PCR 检测 分 析 LAGO? 在 北美 殷 掌 杰 八 个 组 织 中 的 表达 量 ， 结 果 如 图 5: A 所 示 。L14GO1 
ERR PETA a 表达 量 存在 一 定 的 差异 。 其 中 雄蕊 和 花芽 的 相对 表达 量 较 高 ， 显 
著 高 于 其 他 组 织 ， 其 次 是 花 准 ， 在 花 苯 、 花 芽 、 叶 片 、 叶 芽 和 上 肉 劳 中 的 表达 量 较 低 ，L14GO17 ERR Æ 
WC LAURI BEEBE E CRI HC nU Elio p 该 基因 在 花 器 官 中 特异 表达 ， 
由 此 推测 L4GO1 可 能 在 花 器 官 发 育 过 程 中 发 挥 着 重要 作用 。 

为 了 解 该 基因 在 叶 器 官 不 同位 置 的 种 间 表 达 差 异 ， 对 叶 基 部 、 叶 中 部 和 叶 缘 进行 qRT-PCR 检测 ， 结 
果 如 图 5: Br. ÆR AF, AGOI 的 相对 表达 量 为 叶 缘 > 叶 中 部 > 叶 基 部 ， 在 筷 掌 杞 中 ，A4GOJ 
的 相对 表达 量 为 叶 缘 > 叶 基 部 > 叶 中 部 。 由 此 可 知 ，4GO1 FEER ARGERIA rp BO HERES 
达 ， 且 该 基因 在 鹅 掌 杰 叶 片 所 有 部 位 的 相对 表达 量 均 高 于 北美 执掌 坎 的 相对 表达 量 ， 尤 其 是 殷 掌 杰 叶 中 部 
和 叶 基 部 的 表达 量 几 乎 是 北美 殷 掌 杰 的 4.5~7.5 倍 ,这 说 明 AGO 在 两 个 种 间 叶 片 的 空间 分 布 上 存在 差异 。 

为 了 解 该 基因 在 叶 发 育 过 程 中 的 表达 差异 ， 对 叶 芽 萌 动 期 (stagel 和 stage2) 、 幼 时期 〈stage3) 、 成 熟 期 
Cstage4 一 stage6) 和 衰老 期 〈stage7) 的 叶片 进行 qRT -PCR 检测 ， 结 果 如 图 5: C 所 示 ， 在 叶 芽 萌 动 期 至 展 叶 
HH, LAGO! 的 表达 量 随 着 叶 芽 的 逐渐 膨大 而 降低 ; 在 生长 期 ，ZtCGO7 的 表达 量 RA 
且 在 叶 面 积 最 大 时 达到 最 低 值 ， 当 叶片 进入 衰老 期 ，Lt4GO1 的 表达 量 比 生 长 后 期 的 表达 量 高 ， 而 较 展 叶 期 低 ， 
且 在 叶 原 基 形 成 的 过 程 中 ，Li4 GO1 的 表达 量 远 高 于 叶 成 熟 期 的 表达 量 。 TAGO TEASER RAT PERSIRU REY 
段 的 相对 表达 量 为 叶 芽 萌动 期 > 幼 叶 期 > 衰老 期 > 成 熟 期 , 说 明 LAGO, EJUS S SE MIU 4E 2H RUE BERE Bi I] SE 8H 

为 进一步 明确 该 基因 在 北美 殷 掌 杰 叶 缘 缺 刻 发 生 时 的 表达 部 位 ， 对 叶 缘 凸 出 部 分 ( 即 叶 尖 ，a,c 和 e) 
和 凹陷 部 分 (b 和 d) 进行 qRT-PCR 检测 ， 结 果 如 图 5: DAR. LtAGOI 在 叶柄 的 相对 表达 量 远 高 于 其 
他 部 位 的 表达 量 ， 相 较 而 言 ， 该 基因 在 凹陷 部 位 Cb) 的 相对 表达 量 高 于 凸 出 部 位 (c)， lla dies 
AAA. BIG. LuAGOI EJUS T SERI Fr PAR RAE Hm Hr p AS. WH LAGO 可 能 
叶 缘 裂 刻 的 形成 中 起 着 重要 作用 。 
2.5 Lt4GO1 启动 子 克 隆 、 表 达 载 体 的 构建 及 鉴定 

以 北美 执掌 杰 基 因 组 DNA 为 模板 进行 PCR. 扩 增 , 将 扩 增 产物 进行 测序 ， 得 到 2 001 bp 的 LIAGOI 启动 子 
c 序列 (图 6: AO 。 将 启动 子 扩 增产 物 Pro4GO1 连接 到 植物 表达 载体 PBI121 上 (图 6: DO ， 连 接 产 物 经 菌落 
T PCR 发 现 ， 大 肠 杆菌 PCR 扩 增 产物 大 小 为 2 000 bp 左右 ， 与 阳性 对 照 条 带 大 小 相 一 臻 (图 6: BO ， 检 测 后 的 
O 0 测序 结果 与 数据 库 序列 一 致 。 经 双 酶 切 电 泳 后 的 结果 显示 〈 图 6s C) ， 重 组 的 质粒 被 酶 切 成 两 条 条 带 ， 一 条 大 
小 为 12 758 bp 的 条 带 ， 另 一 条 几乎 与 Pro4GO7 大 小 一 致 的 序列 条 带 ， 说 明 LAGO 启动 子 成 功 构 建 到 PBI121 
表达 载体 中 。 
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A. AGOI gene expression of different tissues in L.tulipifera; B. AGOI gene expression of different tissues in Liriodendron L; C. 


**means extremely significant differences (P«0.01) . 
图 5 AGOI JEDER SE BUR I [RI 2H HP ERG 
Fig.5 Expression pattern of AGO! gene in different tissues of Liriodendron L. 
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AGO! gene expression of different times of leaf in L. tulipifera; D. AGO! gene expression of different parts of leaf in L.tulipifera ; 
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WU); 2. Hind II 和 Xbar 工 双 酶 切 ，+ .Pro-AGO1 启动 子 序列 ，D. PBII21-ProAGOI-GUS 表达 载体 的 构建 。 


A. M. DNA marker D5 000; Pro-AGO1. LtAGOI promoter sequence; B. PCR detection of Escherichia coli; C. M1. DNA marker 
D15 000; 1. Single-digestion products by Hind III; 2. Double-digestion products by Hind III and Xbar | ; +. LtAGO1 promoter 
D. PBI121-ProAGO|-GUS vector construction . 


sequence; 


利 


图 6 Li4GO1 启动 子 的 克隆 及 载体 构建 


Fig.6 Clone and vector construction of L£AGO! promoter 


2.6 Lt4GO1 启动 子 顺 式 作 用 元 件 分 析 


PlantCARE 软件 对 LtAGOI 启动 子 序列 进行 分 析 ， 结 果 如 表 2 所 示 。ZLUGO7 启动 子 


含有 RNA 聚合 


酶 开 起 始 转录 所 必需 的 CAAT-box 和 TATA-box 元 件 , 还 含有 较 多 的 光 响 应 元 件 , 如 Box 4 ~ G-box, GTI-motif 


和 MYB 等 ， 及 与 防御 相关 的 
CGTCA-motif、 TGACG-motif, 


控 元 件 O2-site。 


T 


向 应 元 件 ， 诸 如 防御 与 应 激 元 件 TC-rich repeats, RRR 
水 杨 酸 响应 元 件 TCA-element, ABA !! 
氧 诱导 调控 元 件 ARE， 以 及 生长 调控 相关 元 件 ， 如 分 生 组 织 表达 调控 元 件 CCGTCC-box、 玉 米 醇 溶 蛋 


1 丁 响 应 调节 元 件 
向 应 元 件 MYC， 冷 胁迫 相关 元 件 as-1， 厌 


表 2 LtAGOI 启动 子 中 的 顺 式 作用 元 件 预测 


Tab 2. The cis-acting elements in promoter sequence of LtAGO1 


白 代谢 调 


顺 式 作用 元 件 核心 序列 数量 功能 
Cis-acting element Core sequence Number Function 
A-box CCGTCC 5 顺 式 调控 元 件  Cis-acting regulatory element 
ABRE GCAACGTGTC 8 ABA 响应 元 件 ABA-responsive element 
ARE AAACCA 5 ，，” 厌 氧 诱 导 调 控 元 件 
Regulatory element for anaerobic induction 
AT-rich ATAGAAATCAA 1 富 含 AT 的 结合 位 点 AT-rich binding sites 
Box 4 AITAAT 2 光 啊 应 元 件 Light responsive element 
Box II TCCGTGTACCA 1 顺 式 调控 元 件 Cis-acting regulatory element 
CAAT-box CAAT/CAAAT 22 ”启动 子 和 增强 子 区 常见 顺 式 作 用 元 件 
cis-actiing elements in promoter and enhancer regions 
CCGTCC-box CCGTCC 5 分 生 组 织 表 达 调 控 元 件 
Regulatory element related to meristem expression 
CGTCA-motif CGTCA 6 ”茉莉 酸 甲 酯 响应 调节 元 件 
MeJA responsive regulatory element 
G-box CACGTT 12 光 响 应 元 件 Light responsive element 
GT1-motif GGTTAAT 1 光 响 应 元 件 Light responsive element 
MYB AACCTAA 1 光 响 应 的 MYB 结合 位 点 
MYB binding sites involved in photoreaction 
MYC CATGTG 1 ABA 响应 元 件 ABA-responsive element 
O-site GATGACATGG 1 玉米 醇 深重 白 代 谢 调控 Cis-acting regulatory factors 
involved in regulation of zeinmetabolism 
TATA-box TATA 25 转录 启 始 元 件 Transcription initiation element 
TC-rich repeats ATTCTCTAAC 1 防御 与 应 激 相关 元 件 
Element involved in defense and stress responsiveness 
TCA-element CATGCATG 1 水 杨 酸 响应 元 件 
Cis-acting element involved in salicylic acid responsiveness 
TGACG-motif TGACG 6 ”茉莉 酸 甲 酯 响应 调节 元 件 
MeJA responsive regulatory element 
as-1 TGACG 6 冷 胁迫 相关 元 件 Element involved in chilling stress 


2.7 转基因 植株 的 检测 及 表 型 观察 

经 PCR 检测 后 ， 共 获得 Pro4GO1::GUS 转基因 阳性 植株 11 株 ( 图 7: CO 。 收 种 并 播 下 T2 代 转 基因 植株 ， 
发 现 野 生 型 的 根 长 为 (1.5 土 0.2) em， 转基因 的 根 长 为 (0.5 土 0.2) cm， 且 须根 和 主根 一 样 发 达 (图 7: D)， 叶 面 
积 较 野生 型 小 ， 第 二 对 真 叶 的 顶端 出 现 了 四 形 缺 刻 和 白化 。 在 30d 时 ， 鉴 别 出 两 种 表 型 的 株 系 ， 其 主要 特征 如 
TF: 植株 矮小 (图 7: FE) ， 抽 莉 较 晚 ， 且 出 现 了 不 育 的 重 办 花 ， 大 部 分 莲座 叶 表 面积 较 野生 型 小 (图 7: ED. 
其 中 株 系 1 有 一 片 向 中 侧 轴 方向 延伸 生长 的 叶片 ， 叶 基部 狭窄 ， 叶 形 呈 扇形 ， 其 它 叶 片 表面 积 是 野生 型 的 一 半 ， 
呈 叶 基 焉 斜 、 叶 柄 弯曲 、 中 侧 轴 向 和 基 顶 轴 向 的 不 对 称 发 育 。 株 系 2 的 莲座 叶 数 量 较 野生 型 少 两 片 ， 叶 形 缺 
刻 程 度 较 株 系 1 ER, 其 中 有 1 片 叶 的 叶 面 积 是 其 它 叶 片 的 5~10 倍 ， 叶 基 枢 形 ， 叶 顶端 凹陷 呈 心 形 ， 其 他 叶 基 
牌 竹 ， 叶 的 主要 生长 方向 由 基部 至 顶端 方向 延伸 生长 ， 叶 形态 呈 线 形 或 条 状 发 育 ， 叶 柄 较 短 。 由 此 可 以 推测 
LtAGOI 启动 子 从 叶 原 基 分 化 期 就 开始 影响 拟 南 芥 的 叶片 在 中 侧 轴 及 基 顶 轴 两 个 方向 上 发 生 程度 各 异 的 极 性 分 
化 ， 且 随 着 时 间 而 加 深 变 异 的 程度 ， 最 终 使 叶 缘 缺 刻 的 表 型 得 以 维持 。 


ex 
e 
X 


NS 


A. 拟 南 芥 叶 片 和 花 的 表 型 ;，B. 拟 南 芥 花 不 育 的 表 型 ，C. M. DL5 000 DNA 分 子 标准 量 ; +. LIAGOI 启动 子 序列 ; 1—11. 


转 proAGO1::GUS 拟 南 芥 植株 ;，- . 阴性 对 照 ，D. 拟 南齐 幼苗 根 的 发 育 ， E. 拟 南 芥 莲座 叶 的 发 育 ，F. 拟 南 芥 花 的 发 育 。 
A. Leaf and flower phenotypes of Arabidopsis thaliana ; B. Phenotype of floral sterility in Arabidopsis thaliana; C. M.DNA 


marker DL5 000; +.Li4GO] promoter sequence; 1 一 11. Transformed proAGO1::GUS in Arabidopsis plants; -. Negative 
control; D. Root development of Arabidopsis seedlings ; E. Development of rosette leaf in Arabidopsis thaliana ; F. Flower 
development in Arabidopsis thaliana. 
图 7 转 proAGO1:GUS 拟 南 芥 植株 的 PCR. 鉴定 和 表 型 观察 

Fig.7 PCR identification and Phenotype of proAGO1::GUS transgenic Arabidopsis. 
2.8 LtAGOI 启动 子 活性 分 析 
如 图 8 所 示 ， 由 ZUMGO7 启动 子 控制 的 GUS 基因 在 植株 发 育 过 程 中 呈 阶 段 性 表达 。 在 萌发 后 的 第 Ad 和 第 
6d， 幼 苗 的 GUS 活性 不 表达 (图 8: B1-B2) ; 在 叶 芽 分 化 期 (第 9 天 至 25 天 ) ，Li4GO1 启动 子 驱动 GUS 在 
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叶 芽 顶端 稳定 表达 ， 且 在 新 分 化 的 叶柄 上 启动 活性 最 强 (图 8: B3-B7) 。 在 生殖 生长 阶段 ， 其 在 主 叶脉 、 叶 缘 
AR, RA EZRES, WH LAGO 在 成 熟 的 花 、 果 荚 、 叶 和 茎 的 维 管 束 中 均 表 达 (图 8: B 
8- B11) ， 可 见 LIAGOI 启动 子 的 GUS 活性 强度 为 叶 顶 芽 > 花 器 官 > 维 管束 ， 属 于 分 生 组 织 特异 性 启动 子 。 


h ef^ 7 
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Imm imm 
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, 
€ ^ 
Bl Imm lm pg5 ga. B11 
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A1-A9. ÆK 4. 6. 9, 12. 16 和 45 d 的 野生 型 植株 ; BI-BII. Æ 4. 6. 9. 12. 16. 20. 25 和 45 d 的 转 pro4GO1::GUS 
植株 ，C1-C9. ÆK 4. 6. 9. 12. 16 f 45 d 的 转 35S::GUS 植株 。 
A1-A9. Wild Arabidopsis seedlings of 4, 6, 9, 12, 16 and 45-day-old; B1-B11. Transformed proAGO!::GUS Arabidopsis 


seedlings of 4, 6, 9, 12, 16, 20, 25 and 45-day-old; C1-C9. Transformed 35S::GUS Arabidopsis seedlings of 4, 6, 9, 12, 16 and 
45-day-old . 
图 8 转基因 拟 南 芥 组 织 GUS 染色 
Fig.8 Promoter-GUS assay of transgenic Arabidopsis in different parts 
2.9 LtAG01 蛋白 共 表达 网 络 
LtAGO1 蛋白 共 表 达 网 络 显示 (图 9)，4GO7 不 仅 与 逆境 应 激 响应 基因 DCLs、RDR6 和 SGS3 发 生 互 作 ， 还 
与 介 导 miRNA 叶 极 性 分 化 的 HENI 51 HYLI 基因 发 生 互 作 。 据 报道 长 度 20~24 nt 的 小 RNA(sSRNA) 能 响应 多 种 
WMM (Chen et al.，2002; Zhang et al.，2008)， 其 SRNA 的 产生 主要 依赖 DCL. AGO 和 RDR 基因 家 族 所 编码 
的 蛋白 (Saito & Siomi , 2010 )。SGS3 与 RDR6 协同 作用 能 将 单 链 RNA 转录 为 dsRNA, 诱导 产生 转录 后 基因 沉默 
(PTGS) ， 降 低 病原 菌 的 危害 (Yoshikawa etal., 2013) 。 此 外 ，RDR6 还 与 4GO7、SGS3 和 DCL4 共同 调控 

trans-acting siRNA 的 通路 ， 其 下 游 邯 基因 是 参与 叶 形 远 轴 化 的 生长 素 响应 因子 (Peragine et al.，2004)。 在 烟草 中 
NbDCLI 的 沉默 导致 植株 矮小 ， 叶 片 畸形 。 石 江 7 通过 介 导 miRNA 来 调节 HD-ZIP 基因 的 表达 ， 从 而 维持 叶 
的 平展 发 育 (Yu etal., 2005). HENI 最 早 被 发 现 和 花 器 官 发 育 相 关 (Chen et al., 2002), 拟 南 芥 中 绝 大 部 分 miRNA 
均 受 到 HENI 的 调控 (Yu et al.，2006)， 和 DCLI-3 一 样 ，HEN1 调控 发 育 的 同时 也 参与 到 ABA 信和 号 通路 的 调控 
中 (Park et al., 2002). AGOI 与 这 些 基 因 相 互 作 用 ， 协 同 发 挥 抗 逆 及 发 育 的 调控 作用 。 
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图 9 LtAGOI 蛋白 共 表达 网 络 
Fig .9 Co-expression network of LtAGO1 protein 


3 讨论 与 结论 


本 研究 克隆 得 到 北美 执掌 杰 LAGO 基因 ， 通 过 生物 信息 学 分 析 发 现 CUMCO7 和 其 它 物 种 4GO1 的 相似 性 
很 高 ， 亚 细胞 定位 于 细胞 核 ， 这 些 信息 与 李 红 英 等 (2018) 在 胡杨 中 的 研究 结果 相 吻 合 。 组 织 特异 性 分 析 发 现 ， 
Lt4GO1 在 叶 原 基 分 化 期 的 表达 量 明显 高 于 成 熟 期 和 衰老 期 , 且 在 幼 叶 的 叶 缘 部 位 高 含量 表达 ， 而 在 成 熟 叶 中 只 
在 叶柄 表达 ; Zm4GO1a 在 玉米 的 幼 叶 及 吐 丝 期 的 峻 穗 中 表达 量 最 高 ( 徐 东 东 ，2014)， 且 在 玉米 新 生 叶 中 的 表达 
量 高 于 老 叶 〈 许 移 等 ，2014) 。 在 北美 执掌 杰 生 殖 生 长 的 过 程 中 ，Li4GO1 在 雄蕊 的 表达 量 最 高 ， 其 次 是 花芽 ， 
HR zS, 2015), PR GEWE, 2013) 的 组 织 特异 性 研究 结果 类 似 ， 这 些 结果 均 说 明 4GO1 在 幼苗 
期 参与 叶 原 基 的 分 化 ， 而 在 生殖 期 普遍 存在 于 细胞 分 裂 生 长 较 旺 盛 的 花 器 官 中 。 

启动 子 是 基因 转录 的 调控 中 心 ， 本 研究 预测 到 Lt4 GO1 基因 启动 子 上 含有 多 个 光 响 应 、 激 素 诱导 、 分 生 组 
织 表 达 及 多 个 非 生物 胁迫 响应 元 件 ,， 进 一 步 研 究 发 现 Pro4GO1 能 成 功 启动 GUS RA, 其 表达 具有 了 时空 特 异性 : 
GUS 在 幼苗 期 的 顶端 分 生 组 织 表达 ， 随 着 顶端 逐渐 分 化 出 新 的 叶片 ， 该 启动 子 仅 在 新 分 化 的 叶柄 处 表达 ， 后 期 
也 在 成 熟 的 花 、 果 菜 、 叶 和 茎 的 维 管束 中 表达 。Vaucheret et al. (2006)X1 $2 ProAGOI::GUS 的 拟 南 芥 分 析 发 现 ， 
AGOI 在 整个 发 育 过 程 中 表达 ， 尤 以 在 分 生 组 织 和 维 管束 组 织 中 的 表达 丰 度 最 高 。 这 说 明 4GO1 的 表达 模式 不 
仅 局 限于 顶端 分 生 组 织 ， 还 在 侧 生 分 生 组 织 中 的 其 他 部 位 表达 ， 但 目前 有 关 相 应 的 表达 机 理 还 未 见报 道 。 
叶 极 性 分 化 是 原 基 细胞 感受 极 性 分 化 信号 并 作出 相应 反应 的 过 程 ， 而 沿 着 近 远 轴 、 基 项 轴 和 中 侧 轴 3 个 极 
性 方向 分 化 的 过 程 决定 了 叶 形 态 的 建成 过 程 (Du et al.，2018)。 本 研究 通过 转 ProAGOT:GUS 表达 载体 得 到 了 叶 
柄 弯曲 、 叶 中 侧 轴 向 和 基 顶 轴 疝 极 性 丧失 的 拟 南 芥 株 系 。 在 番茄 中 下 调 SIAGOI 的 表达 ， 会 导致 远 轴 面 出 现 与 
近 轴 面相 同 的 毛 状 体 ， 且 叶片 小 叶柄 也 出 现 发 育 缺 陷 (Wang et al.，2015)。 此 外 ，Lt4 GO1 启动 子 的 表达 也 能 促 
使 拟 南 芥 在 发 育 过 程 中 发 生 异 位 分 生 组 织 的 活动 ， 致 使 拟 南 芥 叶 基 枢 形 、 叶 顶端 缺 刻 呈 心 形 。 在 对 AGOI 功能 
缺失 突变 体 的 其 他 研究 中 , 发 现 AGOI 的 缺失 也 会 促使 植物 体 的 叶 卷曲 、 植 株 矮 化 及 结实 率 下 降 (Wu et al., 2009; 
Liu & Nonomura, 2016), Kidner et al. (2005) 对 过 表达 4GO7 和 双 突 变 的 拟 南 芥 分 析 后 发 现 ，4GO7 是 通过 STM 
基因 调节 干细胞 功能 从 而 影响 叶 的 极 性 效应 。 由 此 可 知 ，4GO7 基因 的 缺失 和 过 表达 都 会 不 同 程度 地 影响 叶 极 
性 的 丧失 ， 因 此 推测 4GO7 可 能 是 通过 两 种 不 同 的 调控 途径 参与 到 叶 的 形态 建成 中 。 目 前 对 这 一 分 子 机制 的 研 
究 , 普遍 认为 叶 原 基 和 叶 发 育 的 过 程 皆 需要 STM 处 于 激活 状态 ， 且 KNOX I 家 族 其 他 基因 处 于 沉默 状态 。4GCO7 
被 发 现 是 通过 正 向 调控 STM 和 抑制 KNOX I 的 表达 而 决定 叶片 和 花 闪 近 远 轴 的 发 生 CYang et al., 2006) . At 
究 认 为 ， 叶 片 的 形态 建成 (如 叶 中 孔洞 的 形成 、 叶 缘 的 裂痕 ) 均 与 关键 部 位 的 细胞 发 生 程序 性 死亡 PCD) 4H 
X CArunika et al, 2004) ， 而 正 向 卷曲 叶片 的 发 生 是 因为 背面 叶肉 细胞 的 程序 性 死亡 PCD) (Zhang etal., 
2009) ， 那 么 4GO7 是 否 也 是 通过 调控 细胞 的 分 化 方向 和 速度 而 影响 叶 形 的 多 样 性 ， 且 该 基因 如 何 响应 叶 原 基 
分 化 的 起 始 信 号 ， 其 具体 调控 机 制 有 待 进一步 研究 。 在 生殖 发 育 方 面 ， 该 研究 的 表达 株 系 抽 曹 较 晚 ， 花 大 而 重 
办 ， 且 不 育 ， 这 一 现象 与 Li et al (2019) 的 研究 结果 相 吻 合 。 究 其 原因 ， 可 能 是 花 器 官 由 顶端 分 生 组 织 分 化 形 
R, AGOI 在 顶端 分 生 组 织 中 持续 而 稳定 的 表达 ， 从 而 能 参与 到 叶 与 花 器 官 的 形态 建成 中 。 但 两 者 之 间 有 无 相 
关 的 基因 共同 被 AGOI 所 调控 ， 还 有 待 于 研究 。 


C— 


本 研究 以 北美 执掌 杰 为 研究 对 象 ， 首 次 分 析 了 Li4GO17 在 不 同 组 织 部 位 的 时 空 表达 谱 ， 明 确 了 其 启动 子 在 
拟 南 芥 分 生 组 织 中 的 表达 模式 ， 初 步 探索 了 LAGO 对 北美 忽 掌 酌 叶 形 发 育 的 调控 作用 。 下 一 步 我 们 将 会 构造 
Lt4GO1 超 表达 载体 转化 杨 树 ， 并 将 LAGO 与 叶 形 发 育 的 关键 成 员 KNOX I 家 族 基 因 进 行 蛋白 互 作 研究 。 这 些 
完结 果 将 为 进一步 分 析 AGO 基因 在 木 本 植物 生长 发 育 过 程 中 的 作用 提供 理论 参考 ， 也 为 促进 观 叶 树种 的 叶 
形态 遗传 改良 研究 提供 良好 的 实践 意义 。 
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